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Abstract:  Age  is  well  known  to  be  a  basis  for  female  preference  of  males.  However,  the 
mechanisms  underlying  age‐based  choices  are  not  well  understood,  with  several  competing 
theories and  little consensus. The  idea  that  the microbiota can affect host mate choice  is gaining 
traction, and in this study we examine whether the male microbiota influences female preference 
for older individuals in the fruit fly Drosophila pseudoobscura. We find that an intact microbiota is a 
key component of attractiveness in older males. However, we found no evidence that this decrease 
in  older male  attractiveness was  simply  due  to  impaired microbiota  generally  reducing male 
quality.  Instead, we  suggest  that  the microbiota underlies  an honest  signal used  by  females  to 
assess male age,  and  that  impaired microbiota disrupt  this  signal. This  suggests  that age‐based 
preferences may  break  down  in  environments where  the microbiota  is  impaired,  for  example 
when  individuals  are  exposed  to  naturally  occurring  antibiotics,  extreme  temperatures,  or  in 
animals reared in laboratories on antibiotic supplemented diet. 
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1. Introduction 
Choosing the right mate can have a major impact on a female’s fitness [1]. Where males only 
provide  sperm  to  females,  females often  choose mates  in order  to gain genetic benefits  for  their 
offspring [2,3]. One key factor that can influence the value of a male as a mate, and hence his mating 
success, is his age, and females in many species show preferences for males of particular ages [4–6]. 
However, there are several competing theories that suggest different reasons for how and why male 
quality will vary with age, and hence the age preference females should show. For example, older 
males  may  be  genetically  superior  to  young  males  as  they  are  proven  survivors,  potentially 
indicating  that  they possess  fewer maladaptive alleles  [7,8]. Another suggestion  is  that signals of 
quality are more  reliable  in older males  [9]. Alternatively, older males might experience negative 
impacts of pleiotropic genes that enhance their success when younger but reduce their fertility and 
reproductive  rate when older  [10,11]. A build‐up of harmful germ‐line mutations  in older males 
could also reduce their offspring’s fitness [12]. Currently there is no consensus on whether females 
should prefer older or younger males, nor how they can judge male age. The experimental data also 
has not reached a consensus. For example, female preference for old males has been documented in 
a number of species of Drosophila [13–15], with preference for both young males [16] and males of 
an  intermediate  age  [4]  shown  in  a  variety  of  other  insects. Within  the Dipterans,  experimental 
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work  has  found  female  preference  for  young  males  [17,18],  and  old  males  [14],  while  some 
Coleopteran  females prefer males of  intermediate age  [19]. Similar variation  in whether older or 
younger males are preferred mates is also seen in the Gryllus genera of field crickets, for example 
[20]. At present, conflicting theories and a lack of empirical evidence means we have limited ability 
to predict when preference for older or younger males will evolve in a species. Moreover, one can 
question why  females evolve preferences  for males of certain ages. For example, a preference  for 
older males could be a true preference, with females benefiting from mating with older males, and 
using some honest signal of male age to make their choice. Alternatively, older males may simply 
be better at harassing or manipulating females into mating, despite this not benefitting the female.   
Recently  it  has  become  increasingly  clear  that  an  individual’s microbiota  can  have  a major 
impact  on  attractiveness.  The  microbiota  consists  of  the  symbiotic  and  commensal  bacteria 
associated with a host  that  live on and within  them. Although microbiota can  refer  to all  type of 
micro‐organisms  associated with  a  host  or  a  particular  environment  (yeast,  fungus,  etc.), most 
authors restrict its definition to bacteria [21], and we will use this definition throughout this article. 
Within  the  microbial  community,  a  number  of  studies  have  stressed  the  importance  of  gut 
microbiota in particular, on the evolution of mate preferences [22–26]. The microbiota community 
associated with Drosophila  is subject  to spatio‐temporal variations  [27,28], and has been shown  to 
change  through  development  as  well  as  ageing  [29].  However,  the  effect  of  the  commensal 
microbiota on  the  lifespan of Drosophila melanogaster has produced  conflicting  results, with  some 
studies  demonstrating  its  beneficial  effects  [30]  and  others  its  detrimental  effects  [31–33].  In 
addition,  an  age‐related  deterioration  of  gut  homeostasis  occurs  during  natural  aging, which  is 
affected  by  the  presence  of  [34]  and  variation  within  [34,35]  the  Drosophila  gut  microbiota 
community. It is  important however, to state that studies have largely focused on flies of extreme 
age,  ranging  from  zero  to  over  seventy  days  old  [36].  Ren  et  al.  [36]  noted  that  the  culturable 
bacterial load of D. melanogaster increased with age, but few differences were found with regards to 
changing  bacterial diversity. As  is  consistent with previous  results,  the  bacterial  species present 
were  found  to  be  dominated  by  Lactobacillus  and Acetobacter  species.  Thus, we  suggest  that  the 
microbial  load, rather  than microbial diversity, may be particularly  likely  to  impact on age‐based 
behavioural preferences. However, this is currently unknown.   
In  the  fruit  fly Drosophila pseudoobscura  females prefer  to mate with older males  [14].  In  this 
species, females are quicker to accept matings when courted by an older male, and in trials where 
old and young males compete for a mating, the older males typically win [14,37]. Older males also 
copulate  for  longer and potentially  invest more sperm  in matings with  females  [14], and  females 
produce more offspring from mating with older males, although not when mating with extremely 
old males [37]. There are two non‐exclusive potential reasons for this mating bias. First, it may be 
that older males  are more  effective  at manipulating  females  into mating with  them, being more 
experienced,  faster, or able  to  exclude younger males. Alternatively,  it  could be  that  females  can 
detect male age due to some honest signal, making this apparent preference for older males a true 
female choice.   
In  this  study  we  examined  whether  the  presence/absence  of  microbiota  underlies  the 
preference for older males  in D. pseudoobscura. Preference was measured  in both no choice  (single 
male) and choice (two males) competitive mating trials, where the culturable microbiota was either 
intact or impaired. We hypothesised that females would prefer to mate with older males, but that 
this  preference  would  disappear  when  the  microbiota  was  impaired.  However,  males  with 
impaired microbiota might be poor at acquiring mates simply because an  impaired microbiota  is 
costly,  resulting  in male physical  impairment. To  test  this possibility, we also examined whether 
suppression of the culturable microbiota impacted on standard measures of male Drosophila activity 
and competence. 
2. Materials and Methods 
D.  pseudoobscura  were  collected  in  Show  Low,  Arizona,  in  2008,  with  offspring  from 
approximately  70 wild  caught  females  combined  to  produce  a mixed  outbred  population.  Flies 
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were  maintained  in  the  laboratory  at  a  population  size  of  400  adults  per  generation  for 
approximately 50 generations. All flies were kept and reared at 22 °C on a 12:12 h light:dark cycle. 
Flies  were  kept  in  standard  75  mm  ×  25  mm  Drosophila  vials  containing  25  mL  of  standard 
Drosophila  food composed of yeast/agar/maize/sugar  [25]. Flies were moved  to new vials every 4 
days. 
2.1. Manipulation of the Microbiota 
The microbiota was  impaired  via  the  addition  of  the  antibiotic  streptomycin  (4 mL  of  10 g 
streptomycin/100mL ethanol solution per litre of growth medium) to the standard growth medium. 
Adding antibiotics  to dietary medium  is a common method to suppress  insect microbiota  [23,38], 
and  has  few  side  effects  in  Drosophila  [39,40]  when  used  at  low  concentrations.  As  the  core 
composition of  the Drosophila  gut  is known  to  be  cultivable  and  relatively  simple  [41], we used 
culturable bacteria as a proxy to determine whether the microbiota had been impaired or not. The 
strain of D. pseudoobscura used does not carry any bacterial endosymbionts.   
In  order  to  determine  that  the  microbiota  was  in  fact  impaired,  we  analysed  the  D. 
pseudoobscura gut bacterial content, as performed previously [39]. Here, the whole gut of males from 
both  the  old  and  young  treatments  from  both  the  normal  and  streptomycin  supplemented diet, 
were  dissected  into  250  μL  BHI  (brain  heart  infusion)  liquid  media.  The  gut‐solute  was  then 
transferred into a 1.5 mL Eppendorf tube and disrupted by hand using a sterile plastic pestle. From 
this solution, 100 μL was placed  in  the centre of a petri dish containing BHI agar. A sterile glass 
loop was then used to spread the solute across the whole plate. This was repeated three times for 
both ages from both the normal and streptomycin diets. The plates were then incubated at 25 °C for 
72 h,  after which,  the plates were  checked  for bacterial growth  and CFU  (colony  forming units) 
counts were then performed to quantify the bacterial load.   
2.2. Preference in No Choice Mating Trials 
Recently mated females were placed on 25 mL of either standard diet (here, named Strep‐) or 
diet containing streptomycin (Strep+) and allowed to oviposit to form two populations. At eclosion, 
virgin males were  isolated  twice daily  from  each diet  type  to  form  the “old” male  experimental 
treatment (10 days old). Eight days later, further virgin males were collected to form the “young” 
male treatment (two days old). Virgin females were collected from a separate set of vials  that did 
not contain streptomycin. Mating trials were staggered over several days in order to ensure a high 
replication rate and reliability. Isolated virgin males were left to mature on the same food medium 
on which they were reared (either Strep+ or Strep‐). Males were kept singly to avoid any potential 
effects  of male–male  interactions  [42,43].  Females were  stored  in  groups  of  10  on  food without 
streptomycin  until  they  were  four  days  old.  Following  maturation,  the  mating  trials  were 
conducted. Virgin females were gently aspirated onto 15 mL of standard food media and allowed to 
rest overnight. Mating trials were conducted during the morning, as this is when D. pseudoobscura is 
the most active in the wild [44]. Either an “old” or “young” male was then gently aspirated into the 
vial and  the observations begun. We recorded whether or not copulation occurred,  in addition  to 
mating  latency  (time  elapsed  between  male  introduction  and  copulation),  and  the  duration  of 
copulation. In this experiment, female preference is reflected by the mating latency (the time it takes 
a male  from being placed  in  the vial  to start mating with the  female), which  is a commonly used 
indicator of female preference in Drosophila [15,44–50]. If no mating occurred within two hours, the 
trial was scored as a failure to mate.   
2.3. Preference in Choice (Competitive Mating) Mating Trials 
In order to measure female preference when males can compete for matings, we set up trials as 
above, but placed two males in the vial with each female, one old male and one young one. In any 
trial, both males were Strep‐, or both males were Strep+. We did not compete Strep+ males against 
Strep‐ males.  In  each  trial, we  recorded whether  or  not  copulation  occurred,  in  addition  to  the 
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mating  latency,  and  the duration of  copulation. Wing  clipping was used  in order  to distinguish 
between  the  two males. This  is a  standard  technique used  in Drosophila  research  that allows  the 
simple and accurate detection of an  individual  [51–54]. Two days before  the mating  trials, virgin 
males were isolated under ice anaesthesia and a small section of the distal end of one wing was cut 
off. All males were wing clipped, with half clipped on the left wing, half clipped on the right. This 
was  randomised across  treatment  in order  to  remove any potential bias, although previous work 
has found no effect of wing clipping on mating propensity in D. pseudoobscura [55].   
2.4. Measurement of Male Activity 
Impairing  or  removing  the  microbiota  raises  the  possibility  that  differences  in  male 
performance could  simply be due  to  the  result of  the different  treatments  (microbiota present or 
absent), with males with impaired microbiota being physically impaired, and thus less able to court 
the female. To test this possibility, we ran an independent test of male speed and responsiveness, 
the Rapid Iterative Negative Geotaxis (RING) test [56]). The RING test examines the climbing speed 
of flies after being knocked to the bottom of a vial, and provides a simple, repeatable and accurate 
measure of activity speed, which correlates well with other measures of activity and physical ability 
[56]. Newly emerged virgin adult males were isolated and gently aspirated into vials containing 15 
mL of either Strep+ or Strep‐ food, according to the diet on which they were reared, at a standard 
density  of  10  per  vial.  Following  a  10‐day  maturation  period,  flies  were  transferred  to  a  vial 
containing  15  mL  standard  food  media  as  before,  placed  in  the  RING  apparatus  and  left  to 
acclimate  for  15–20  min.  The  apparatus  was  then  sharply  tapped  three  times  on  the  counter, 
knocking all flies to the bottom of the vial, and a picture taken following a three‐second period. The 
flies were then left to rest for one minute, and the steps repeated, five times in total. Subsequently, 
each photo was examined, and the height climbed by each fly in each photo was calculated from the 
height of the vial and the proportion climbed by the fly above the level of the food. Care was taken 
to ensure that each vial contained an identical height of food. Our measure of activity was the mean 
height climbed by the flies in each vial over the five trials. This generated an overall mean distance 
climbed for both the Strep+ and Strep‐ flies allowing comparisons in the overall physical condition 
of 10‐day old virgin males, with either an intact or impaired microbiota.   
2.5. Data Analysis 
Data  for  the  single  male  trials  were  analysed  in  R2.15.0  (R  Foundation  for  Statistical 
Computing, Vienna, Austria) using generalised linear models. As the latency data was not normally 
distributed, data were square‐root transformed and analysed using a quasibinomial error structure 
with a  logit  link. In each case a maximal model was constructed, and  then non‐significant  factors 
removed  in a stepwise process  to give  the minimum adequate model. Mating  success  in  the  two 
male trials was analysed using binomial tests. Mating failure was analysed using chi‐squared tests.   
3. Results 
3.1. Preference in No Choice Mating Trials 
Males with  impaired microbiota had  a  significantly  longer mating  latency  (impaired young 
males N = 58, impaired old males N = 38, intact young males N = 73, intact old males N = 61, F test: 
F1,153 = 6.592, p = 0.011) than males with intact microbiota (Figure 1). Age had no significant effect 
on  copulation  latency  (F test: F1,152 = 0.022, p = 0.883), regardless of whether the microbiota was 
intact or impaired (F test: F1,151 = 0.009, p = 0.924). 
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Figure 1. Mean copulation latency and 95% confidence intervals of old (square markers) and young 
(triangular markers) males, with either  their microbiota  impaired or  intact  (Normal) when placed 
with a single female. 
Copulation duration was directly affected by male age (Figure 2), with older males copulating 
for significantly longer than young males (impaired young males N = 58, impaired old males N = 38, 
intact young males N = 73,  intact old males N = 61, F  test: F1,154 = 44.71, p < 0.001). Whether  the 
microbiota was intact or impaired had no significant effect on copulation duration (F test: F1,153 = 
0.181,  p  =  0.671), nor did  the  interaction between  age  and microbiota  (F  test: F1,152  =  0.142,  p  = 
0.707). 
 
Figure  2. Mean  copulation duration  and  95%  confidence  intervals  of  old  (open  bars)  and  young 
(hatched  bars) males, with  either  their microbiota  impaired  or  intact when  placed with  a  single 
female. 
In the no choice mating trials, young males with an intact gut microbiota failed to mate with a 
female significantly more than old males (young: N = 31 successful, N = 27 unsuccessful, old: N = 32 
successful, N = 6 unsuccessful, X2 = 8.315, df = 1, p = 0.003). When the gut microbiota was impaired, 
young males similarly failed to mate with a female significantly more than old males (young: N = 42 
successful, N = 31 unsuccessful, old: N = 51 successful, N = 10 unsuccessful, X2 = 9.446, df = 1, p = 
0.002).  No  difference  was  observed  in  mating  failures  between  old  males  with  an  impaired 
microbiota and old males with an  intact microbiota  (intact: N = 32 successful, N = 6 unsuccessful, 
impaired: N = 51 successful, N = 10 unsuccessful, X2 = 0, df = 1, p = 1.000).   
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3.2. Preference in Choice Competitive Mating Trials 
In  this experiment where a  female had  to choose between an old and a young male with an 
intact microbiota, older males gained significantly more matings  than  their younger counterparts 
(number of trials: 52, number won by old male: 38, number won by young male: 14; binomial test; p 
< 0.001). However, when the microbiota was impaired, there was no difference in the success of old 
and young males (number of trials: 28, number won by old male: 15, number won by young male: 
13; binomial test; p = 0.425). 
3.3. Rapid Iterative Negative Geotaxis (RING) Test of Male Activity 
Males  with  impaired  microbiota  exhibited  significantly  higher  upwards  movement  in  the 
RING  test  than  males  with  intact  microbiota  (impaired  microbiota:  N  =  245,  mean  ±  standard 
deviation (SD) = 18.3 ± 7.1 mm; intact microbiota: N = 279, mean ± SD = 8.9 ± 4.2 mm; t‐test: t = 6.005, 
df = 41.281, p < 0.001); (Figure 3).   
 
Figure  3. Mean height males  climbed up a vial after being knocked  to  the base, using  the Rapid 
Iterative Negative Geotaxis  (RING)  test, with  either  their microbiota  impaired  (Strep+)  or  intact 
(Strep‐). Error bars show 95% confidence intervals. 
3.4. Gut Microbiota 
Plates containing the gut of flies from the normal diet had substantial colony growth (Table 1). 
There was a stark difference in the number of bacterial colonies present between the old and young 
males  from  the  normal  diet  treatment.  There were  no  bacterial  colonies  present  on  plates  that 
contained  flies reared on dietary media  that was supplemented with streptomycin  (Table 1). This 
was the case for both the old and young treatments. As is consistent with previous studies detailing 
the  low bacterial diversity of  the Drosophila microbiota  [27],  this suggests  that  the gut microbiota 
has been impaired. 
Table 1. Bacterial colony counts of the whole gut from male flies of both old and young ages, from 
both normal and antibiotic‐supplemented diets. 
Diet  Age  Replicate  Number of colonies 
Normal  Young  1  1 
Normal  Young  2  3 
Normal  Young  3  2 
Antibiotic  Young  1  0 
Antibiotic  Young  2  0 
Antibiotic  Young  3  0 
Normal  Old  1  6396 
Normal  Old  2  8528 
Normal  Old  3  12,428 
Antibiotic  Old  1  0 
Antibiotic  Old  2  0 
Antibiotic  Old  3  0 
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4. Discussion 
Our results confirm that female D. pseudoobscura prefer older males in two‐male choice trials. 
Surprisingly,  this  female  preference  for  older  males  disappears  when  the  males’  microbiota  is 
impaired.  In no  choice mating  trials we  found no  significant difference  in how  quickly  old  and 
young males were able to begin mating with a female, contrary to previous studies. However, we 
found that microbiota‐impaired males, whether old or young, took more time to initiate mating in 
these no choice mating trials. These results suggest that an  impaired microbiota makes males  less 
attractive, and that this prevents females from expressing their preference for older males. Perhaps 
the simplest explanation  for  this would be  that  the  impaired microbiota causes males  to develop 
poorly, making them inadequate mates with limited ability to locate and court females. However, 
we found that suppression of the microbiota of old males had no negative impact on a simple test of 
physical fitness. Indeed, males with an impaired microbiota actually scored higher in the test used. 
Hence  it  is  unlikely  that  impaired  microbiota  simply  reduces  male  ability  to  locate  and  court 
females. Instead, we suggest  that  females can detect male age  in older males by an honest signal, 
and that this honest signal is lost when males’ microbiota is impaired.   
It  is  often  difficult  to  distinguish  true  female  choice  from  passive  female  choice  driven  by 
innate differences in males: for example, if a class of males is able to court females more intensely 
and is more successful in gaining matings, is the male simply overcoming female resistance, or are 
females choosing  this class of male because  they gain adaptive benefits?  In some models of mate 
choice, the question is irrelevant, but in others it is important [57]. In the current study, we used the 
RING test to give us a general measure of male activity. This measure correlates well with several 
other  standard  measures  of  Drosophila  vigour  and  activity  [58].  Microbiota‐impaired  males 
performed  slightly  better  in  the  RING  test  than  normal  males,  suggesting  that  there  was  no 
unintended damage to males reared with an impaired microbiota. These results are consistent with 
a  recent  study  demonstrating  the  gut microbiota  as  a modulator  of  locomotor  behaviour  in D. 
melanogaster  [59]. Schretter  et  al.  [59]  found  that germ‐free  flies displayed hyperactive  locomotor 
behaviour, including increased walking speed and daily activity, with no damaging side effects to 
fly  physiology.  With  the  re‐colonisation  of  bacteria,  these  hyperactive  behaviours  returned  to 
normal  levels. Further,  in Drosophila, copulation duration  is controlled by males, and  is generally 
correlated with male reproductive investment [60]. In this experiment, copulation duration was not 
altered  by  the  microbiota  impairment  of  males,  which  adds  support  to  the  fact  that 
microbiota‐impaired males do not suffer physiological alterations  that would consequently affect 
their  sexual behaviour.  In a previous  study, copulation duration was  found  to vary according  to 
microbiota  impairment,  and  authors  acknowledged  that  the  use  of  antibiotics  could  have more 
general  physiological  effect  on  the  flies  [25]. However,  the  use  of  low‐dose  antibiotics  such  as 
streptomycin, has  recently been  found  to be more  reliable and  less detrimental  to  fly health  than 
other methods of disrupting the gut microbiota [40]. Antibiotic use resulted in minimal impacts on 
a number of life history traits, including weight, development time and egg‐to‐adult survival. Our 
results suggest that streptomycin has little or no effect on male sexual abilities. Taken together, our 
results  suggest  that  the  impaired microbiota may  reduce  older male  success  through disrupting 
some signals females use to assess potential mates.   
If  females  are  using  some  potentially  honest  signal  of  male  age,  which  is  disrupted  by 
antibiotics, what might this signal be? Perhaps the strongest candidate is the cuticular hydrocarbons 
(CHCs) that are a key sexual signal in Drosophila [61] and many other insects [62]. CHCs are widely 
referred  to  as  sex  pheromones,  due  to  their  communicating  essential  information  to  a  potential 
mate. For example, Scott et al.  [63] noted  that slight changes  in  the composition of CHC profiles 
were  shown  to  significantly  alter  mating  success  in  Drosophila  species.  CHCs  are  strongly 
influenced  by  diet  and  environment. Ageing  has  been  shown  to  alter  the  composition  of CHC 
profiles  in both  the stingless bee [64], and mosquito [65]. Similarly,  in D. melanogaster,  it has been 
shown  that  ageing  alters  a  variety  of  CHC  compounds,  with  consistent  variation  amongst 
individuals suggesting that these changes with age are strongly regulated [66]. It is possible that a 
male’s CHC profile provides an honest signal of age in D. pseudoobscura. However, if the microbiota 
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is impaired, CHC profiles are likely to be altered, and may no longer be used/detected as an honest 
signal. This idea is consistent with a previous study that found kin recognition is influenced by the 
gut  microbiota,  through  the  disruption  of  olfactory  sexual  signalling,  or  CHC  profile,  in  D. 
melanogaster [67]. Here, males displayed greater mating investment with an unrelated female when 
the gut microbiota was impaired, suggesting that the gut microbiota underlies CHC composition in 
D. melanogaster. Further testing in this species will require determining the CHC profiles of old and 
young males, with or without antibiotic exposure. 
In  choice mating  trials,  the  impact  of  removing  the microbiota  only negatively  affected  old 
males.  Copulation  duration  was  similar  for  old  and  young  males  who  had  their  microbiota 
impaired.  However,  microbiota‐impaired  old  males  were  no  longer  preferred  by  females  for 
mating, compared to old males whose microbiota remained intact. In D. melanogaster, the presence 
of bacteria in young males increases their longevity, while decreasing it when present in old males 
[30]. Although, longevity effects of the presence/absence of bacteria have not been evaluated in D. 
pseudoobscura, one can envision that the presence/absence of bacteria in male D. pseudoobscura may 
reflect their age and potential remating probabilities. Therefore, old and young male with impaired 
microbiota  would  be  perceived  as  of  similar  ages  by  the  female,  while  old  males  with  intact 
microbiota could be perceived as having a lower probability of remating. This would likely result in 
old males  investing more  in each copulation  than a young male as  they are  likely  to have  fewer 
remaining  opportunities  to  mate.  Indeed,  old  males  copulate  for  longer  than  young  males 
regardless of their microbiota status (intact or impaired) in our experiment, and in a previous study 
[14]. The impact that this may have on sexual selection in wild D. pseudoobscura could be profound. 
For  example,  in  populations  in  which  flies  feed  on  atypical  food,  or  are  exposed  to  extreme 
temperatures,  the  normal microbiota may  be  impaired  in males. This would  remove  the honest 
signal of old age  in  this  species and potentially allow younger males  to gain  increased access  to 
females, thereby overcoming the evolution of female choice. 
In conclusion, we  find that D. pseudoobscura males reared on an antibiotic‐supplemented diet 
have decreased  attractiveness  to  females. This  effect  is particularly  strong  in older males, which 
causes females to lose their preference for them. This change in attractiveness is not simply due to 
microbiota‐impaired males having decreased  energy or movement  ability, because  they perform 
better than normal males in a simple physical test, as  is consistent with previous studies. Instead, 
we suggest that females are using an honest signal to assess male age, and that impaired microbiota 
damages  this  signal  in  older  males.  This  suggests  age‐based  preferences  may  break  down  in 
environments where the microbiota  is  impaired by natural antibiotics, unusual diets, temperature 
extremes, or in animals reared in laboratories on an antibiotic‐supplemented diet. 
Author contributions: All authors designed the experiment. C.H. carried out the experiments. C.H., A.L. and 
T.A.R.P. carried out the data analysis. All authors helped write the MS. All authors have read and agreed to 
the published version of  the manuscript. All authors have  read and agreed  to  the published version of  the 
manuscript. 
Funding: This work was  funded by  the UK Natural Environment Research Council  (grant NE/H015604/1  to 
TP). 
Acknowledgments: The authors would like to thank Rudi Verspoor for assistance in the laboratory.   
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 
References 
1. Trivers R. Parental investment and sexual selection. In: Sexual selection and the descent of man 1871‐1971, B. 
Campbell, Ed.; Aldine Press: Chicago, IL, USA, 1972; pp. 139–179. 
2. Byers, B.A.; Waits L. Good genes sexual selection in nature. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2006, 103, 1.6.3.4.3.–
1.6.3.4.5. 
3. Suzaki, Y.; Katsuki, M.; Miyatake, T.; Okada, Y. Male courtship behavior and weapon trait as indicators of 
indirect benefit in the bean bug, Riptortus pedestris. PLoS ONE 2013, 8, e83278. 
Microorganisms 2020, 8, 168  9  of  12 
4. Jones,  T.M.;  Balmford,  A;  Quinell,  R.J.  Adaptive  female  choice  for  middle‐aged  mates  in  a  lekking 
sandfly. Proc. R. Soc. Lond. B 2000, 267, 681–686. 
5. López, P.; Aragón, P.; Martin,  J. Responses of  female  lizards, Lacerta monticola,  to males’ chemical cues 
reflect their mating preference for older males. Behav. Ecol. Sociobiol. 2003, 55, 73–79. 
6. Kleindorfer, S. Nesting success  in Darwin’s small tree finch, Camarhynchus parvulus: Evidence of  female 
preference for older males and more concealed nests. Anim. Behav. 2007, 74, 795–804. 
7. Manning, J.T. Choosy females and correlates of male age. J. Theor. Biol. 1985, 116, 349–354. 
8. Brooks, R.; Kemp, D.J. Can older male deliver the good genes? Trends Ecol. Evol. 2001, 16, 308–313. 
9. Proulx, S.R.; Day, T.; Rowe, L. Older males signal more reliably. Proc. R. Soc. Lond. B 2002, 269, 2291–2299. 
10. Bonduriansky, R.; Brassil, C.E. Rapid and costly ageing in wild male flies. Nature 2002, 420, 377–377. 
11. Price, D.K.; Hansen, T.F. How does offspring quality  change with age  in male Drosophila melanogaster? 
Behav. Genet. 1998, 28, 395–402. 
12. Hansen, T.F.; Price, D.K. Good genes and old age: Do old mates provide superior genes? J. Evol. Biol. 1995, 
8, 759–778. 
13. Moulin, B.; Rybak, F.; Aublin, T.;  Jallon,  J.M. Compared ontogenesis of  courtship  song  components of 
males from the sibling species, D. melanogaster and D. simulans. Behav. Genet. 2001, 31, 299–308. 
14. Avent, T.D.; Price, T.A.R.; Wedell, N. Age‐based female preference in the fruit fly Drosophila pseudoobscura. 
Anim. Behav. 2008, 75, 1413–1421. 
15. Somashekar, K.; Krishna, M.S. Evidence  of  female preference  for  older males  in Drosophila  bipectinata. 
Zool. Stud. 2011, 50, 1–15. 
16. Wedell, N.; Ritchie, M.G. Male age, mating status and nuptial gift quality in a bush cricket. Anim. Behav. 
2004, 67, 1059–1065. 
17. Shelly, T.E.; Edu, J.; Pahio, E. Female medflies mate selectively with young males but gain no apparent 
fitness benefits. J. Ins. Behav. 2011, 24, 55–66. 
18. Papanastasiou, S.A.; Diamantidis, A.D.; Nakas, C.T.; Carey, J.R.; Papadopoulos, N.T. Dual reproductive 
cost of aging  in male medflies: Dramatic decrease  in mating competitiveness and gradual  reduction  in 
mating performance. J. Ins. Physiol. 2011, 57, 1368–1374. 
19. Liu,  X.P.;  Xu,  J.;  He,  H.M.;  Xue,  F.S.  Male  age  affects  female  mate  preference  and  reproductive 
performance in the cabbage beetle, Colaphellus bowringi. J. Ins. Behav. 2011, 24, 83–93. 
20. Verburgt, L.; Ferreira, M.; Ferguson, J.W.H. Male field cricket song reflects age, allowing females to prefer 
younger males. Anim. Behav. 2011, 81, 19–29. 
21. Brucker, R.M.; Bordenstein, S.R. Speciation by Symbiosis. Trends Ecol. Evol. 2012, 27, 443–451. 
22. Markov, A.V.;  Lazebny, O.E.; Goryacheva,  I.I.; Antipin, M.I.; Kulikov, A.M.  Symbiotic  bacteria  affect 
mating choice in Drosophila melanogaster. Anim. Behav. 2009, 77, 1011–1017. 
23. Sharon, G.; Segal, D.; Ringo, J.M.; Hefetz, A.; Zilber‐Rosenberg, I.; Rosenberg, E. Commensal bacteria play 
a role in mating preference of Drosophila melanogaster. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107, 20051–20056. 
24. Walsh, B.S.; Heys, C.; Lewis, Z. Gut microbiota  influences  female  choice  and  fecundity  in  the nuptial 
gift‐giving species, Drosophila subobscura (Diptera: Drosophilidae). Eur. J. Entomol. 2017, 114, 439–445. 
25. Lizé, A.; McKay, R.; Lewis, Z. Kin recognition in Drosophila: The importance of ecology and gut bacteria. 
ISME J. 2014, 8, 469–477. 
26. Najarro, M.A.; Sumethasorn, M.; Lamoureux, A.; Turner, T.L. Choosing mates based on the diet of your 
ancestors: Replication of non‐genetic assortative mating in Drosophila melanogaster. Peer J. 2015, 3, e1173. 
27. Chandler, J.A.; Lang, J.M.; Bhatnagar, S.; Eisen, J.A.; Kopp, A. Bacterial communities of diverse Drosophila 
species: Ecological context of a host‐microbe model system. PLoS Genet. 2011, 7, e1002272. 
28. Wong, C.A.N.; Chaston, J.M.; Douglas, A.E. The inconstant gut microbiota of Drosophila species revealed 
by 16S rRNA gene analysis. ISME J. 2013, 7, 1922–1932. 
29. Wong,  C.A.N.;  Ng,  P.;  Douglas,  A.E.  Low‐diversity  bacterial  community  in  the  gut  of  the  fruitfly 
Drosophila melanogaster. Environ. Microbial. 2011, 2511, 1889–1900. 
30. Brummel,  T.;  Ching,  A.;  Seroude,  L.;  Simon,  A.F.;  Benzer,  S.  Drosophila  lifespan  enhancement  by 
exogenous bacteria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101, 12974–12979. 
31. Clark, R.I.; Salazar, A.; Yamada, R.; Fitz‐Gibbon, S.; Morselli, M.; Alcaraz, J.; Rana, A.; Rera, M.; Pellegrini, 
M.;  Ja, W.W.; et al. Distinct shifts  in microbiota composition during Drosophila aging  impair  intestinal 
function and drive mortality. Cell Rep. 2015, 12, 1656–1667. 
Microorganisms 2020, 8, 168  10  of  12 
32. Galenza, A.; Hutchinson, J.; Campbell, S.D.; Hazes, B.; Foley, E. Glucose modulates Drosophila longevity 
and immunity independent of the microbiota. Biol. Open. 2016, 5, 165–173. 
33. Lee, H.‐Y.; Lee, S.‐H.; Lee, J.‐H.; Lee, W.‐J.; Min, K.‐Y. The role of commensal microbes in the lifespan on 
Drosophila melanogaster. Aging 2019, 11, 4611–4640. 
34. Buchon, N.; Broderick, N.A.; Chakrabarti,  S.; Lemaitre, B.  Invasive  and  indigenous microbiota  impact 
intestinal stem cell activity through multiple pathways in Drosophila. Genes Dev. 2009, 23, 2333–2344. 
35. Ryu,  J.H.; Kim, S.H.; Lee, H.Y.; Bai,  J.Y.; Nam, Y.D.; Bae, J.W.; Lee, D.G.; Shin, S.C.; Ha, E.M.; Lee, W.J. 
Innate immune homeostasis by the homeobox gene caudal and com‐ mensal‐gut mutualism in Drosophila. 
Science 2008, 319, 777–782. 
36. Ren, C.; Webster, P.; Finkel, S.E.; Tower, J. Increased internal and external bacterial load during Drosophila 
aging without life‐span trade‐off. Cell Metab. 2007, 6, 144–152. 
37. Dhole,  S.; Pfennig, K.S. Age‐dependent male mating  investment  in Drosophila  pseudoobscura. PLoS One 
2014, 9, e88700. 
38. Lin, X.‐L.; Kang, Z.‐W.; Pan, Q.‐J.; Liu, T.‐X. Evaluation of five antibiotics on larval gut bacterial diversity 
of Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Insect Sci. 2015, 22, 619–628. 
39. Graf, E.; Benz, G. Toxicity of streptomycin and terramycin, and influence on growth and developmental 
time of Drosophila melanogaster. Experientia 1970, 26, 1339–1339. 
40. Heys, C.; Lizé,, A.; Blow, F.; White, L.; Darby, A.; Lewis, Z. The effect of gut microbiota elimination  in 
Drosophila melanogaster: A how‐to guide for host‐microbiota studies. Ecol. Evol. 2018, 8, 4150–4161. 
41. Broderick, N.A.; Lemaitre, B. Gut associated microbes of Drosophila melanogaster. Gut Microb. 2012, 3, 307–
321. 
42. Lizé, A.; Doff, R.J.; Smaller, E.A.; Lewis, Z.; Hurst, G.D.D. Perception of male‐male competition influences 
Drosophila copulation behaviour even in species where females rarely remate. Biol. Lett. 2012, 8, 35–38. 
43. Lizé, A.; Price, T.A.R.; Heys, C.; Lewis, Z.; Hurst, G.D.D. Extreme cost of rivalry in a monandrous species: 
Male‐male interactions result in failure to acquire mates and reduced longevity. Proc. R. Soc. Lond. B 2014, 
281, 20140631. 
44. Dobzhansky, T.; Epling, C. Contributions to the genetics, taxonomy and ecology of Drosophila pseudoobscura and 
its relatives. Carnegie Institution of Washington: Washington, D.C., USA, 1944. 
45. Speith, H.T. Courtship behavioiur in Drosophila. Annu. Rev. Entomol. 1974, 19, 385–405. 
46. Economos, A.C.; Miquel, J.; Binnard, R.; Kessler, S. Quantitative analysis of mating behaviour  in ageing 
male Drosophila melanogaster. Mech. Ageing Dev. 1979, 10, 233–240. 
47. Noor,  M.A.F.;  Coyne,  J.A.  Genetics  of  a  difference  in  cuticular  hydrocarbons  between  Drosophila 
pseudoobscura and D. persimilis. Genet. Res. 1996, 68, 117–123. 
48. Lefranc, A.;  Bundgaard,  J.  The  influence  of  male  and  female  body  size  on  copulation  duration  and 
fecundity in Drosophila melanogaster. Hereditas 2000, 132, 243–247. 
49. Verspoor,  R.;  Cuss, M.;  Price,  T.A.R.  Age  based mate  choice  in  the  monandrous  fruit  fly  Drosophila 
subobscura. Anim. Behav. 2015, 102, 199–207. 
50. Prathibha,  M.;  Krishna,  M.S.;  Jayaramu,  S.C.  Male  age  influence  on  male  reproductive  success  in 
Drosophila ananassae (Diptera: Drosophilidae). Ital. J. Zool. 2011, 78, 168–173. 
51. Ehrman, L. Mating success and genotype frequency in Drosophila. Anim. Behav. 1966, 14, 332–339. 
52. Ehrman, L.; Petit, C. Genotype frequency and mating success in the willistoni species group of Drosophila. 
Evolution 1968, 22, 649–658. 
53. Byrant, E.H.; Kence, A.; Kimball, K.T. A rare‐male advantage  in the housefly  induced by wing clipping 
and some general considerations for Drosophila. Genetics 1980, 96, 975–993. 
54. Knoppien, P. The rare male mating advantage: An artefact caused by marking procedures? Am. Nat. 1984, 
123, 962–866. 
55. Dodd DMB. Reproductive isolation as a consequence of adaptive divergence in Drosophila pseudoobscura. 
Evolution 1989, 43, 1308–1311. 
56. Nichols, C.D.; Becnel, J.; Pandey, U.B. Methods to assay Drosophila behaviour. J. Vis. Exp. 2012, 61, 3795. 
57. Brennan,  P.L.R.;  Richard,  O.P.  The  limits  of  sexual  conflict  in  the  narrow  sense:  New  insights  from 
waterfowl biology. Phil. Trans. R. Soc. B 2012, 367, 2324–2338. 
58. Gargano, J.W.; Martin, I.; Bhandari, P.; Grotewiel, M.S. Rapid Iterative Negative Geotaxis (RING): A new 
method for assessing age related locomotor decline in Drosophila. Exp. Geront. 2005, 40, 386–395. 
Microorganisms 2020, 8, 168  11  of  12 
59. Schretter, C.E.; Vielmetter,  J.; Bartos,  I.; Marka, Z.; Argade, S.; Mazmanian, S.K. A gut microbial  factor 
modulates locomotor behaviour in Drosophila. Nature 2018, 563, 402–406. 
60. Price, T.A.R.; Bretman, A.J.;  Snook, R.R.; Hurst, G.D.D.; Wedell, N.  Sex  ratio distorter  reduces  sperm 
competitive ability in an insect. Evolution 2008, 62, 1644–1652. 
61. Ferveur, J.F. Cuticular hydrocarbons: Their evolution and roles in Drosophila pheromonal communication. 
Behav. Genet. 2005, 35, 279–295. 
62. Blomquist, G.J. Biosynthesis of  cuticular hydrocarbons.  In  Insect Hydrocarbons Biology, Biochemistry,  and 
Chemical Ecology, Blomquist G.J. and Bagnères A‐G., Eds.; Cambridge University Press: Cambridge, UK, 
2010; pp. 35–52. 
63. Scott, D.;  Shields, A.;  Straker, M.; Dalrymple, H.; Dhillion,  P.K.; Harbinder,  S.  Variation  in  the male 
pheromones and mating success of wild caught Drosophila melanogaster. PLoS ONE 2011, 6, e23645. 
64. Nunes, T.M.; Turatti, L.C.C.; Mateus, S.; Nascimento, F.S.; Lopes, N.P.; Zucchi, R. Cuticular hydrocarbons 
in the stingless bee Schwarziana quadripunctata (Hymenoptera, Apidae, Meliponini): Differences between 
colonies, castes and age. Genet. Mol. Res. 2009, 8, 589–595. 
65. Hugo, L.E.; Kay, B.H.; Eaglesham, G.K.; Holling, N.; Ryan, P.A. Investigation of cuticular hydrocarbons 
for determining  the age and  survivorship of Australasian mosquitoes. Am.  J. Trop. Med. Hyg. 2006, 74, 
464–474. 
66. Kuo,  T.H.;  Yew,  J.Y.;  Fedina,  T.Y.;  Dreiesewerd,  K.;  Dierick,  H.A.;  Pletcher,  S.D.  Ageing  modulates 
cuticular hydrocarbons and  sexual attractiveness  in Drosophila melanogaster.  J. Exp. Biol. 2012, 215, 814–
821. 
67. Heys,  C.;  Lizé, A.;  Colinet, H.;  Price,  T.A.R.P.;  Prescott, M.;  Ingleby,  F.;  Lewis,  Z.  Evidence  that  the 
microbiota counteracts male outbreeding strategy by  inhibiting sexual signalling  in females. Front. Ecol. 
Evol. 2018, 6, 29. 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microorganisms 2020, 8, 168  12  of  12 
 
 
